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RESUMO 
 
A Doença de Parkinson (DP) é uma doença neurodegenerativa 
caracterizada por bradicinesia (lentidão anormal dos movimentos), 
tremor, rigidez muscular e instabilidade postural. Essas alterações 
motoras são induzidas pela perda neuronal dopaminérgica na substância 
nigra, que resulta na queda progressiva dos níveis de dopamina (DA) 
comprometendo a neurotransmissão e culminando nos sintomas motores 
da doença. Neste estudo, testou-se o comportamento de duas linhagens 
isogênicas (Lewis e SHR) e uma congênica (SHR.LEW-Anxrr16 – 
SLA16) frente a administração repetida de baixa dose de reserpina como 
um modelo progressivo da DP. A linhagem SLA16 é geneticamente 
idêntica à SHR exceto por uma região do cromossomo 4 que provém da 
linhagem Lewis e que contém genes importantes para o desenvolvimento 
de patologias do sistema nervoso central, incluindo-se a DP. Injeções de 
0,1mg/kg de solução de reserpina (RES) ou solução veículo (VEH) foram 
administradas a cada 48h durante 28 dias, totalizando 14 injeções. Testes 
comportamentais foram realizados durante o tratamento para avaliar o 
prejuízo motor induzido pela reserpina. O teste de catalepsia em barra foi 
realizado antes do tratamento e 48h após cada injeção. O teste de campo 
aberto e de movimentos orais foi realizado 48h após a 3ª, 7ª, 11ª e 14ª 
injeção. A massa corporal também foi avaliada a cada 2 injeções. 
Observou-se maior duração do comportamento de catalepsia a partir da 
7ª injeção e hipolocomoção em animais tratados. Um aumento dos 
movimentos de mastigação ao vácuo a partir da 3ª injeção e de protrusão 
de língua a partir da 11ª injeção também foi observado para o grupo RES. 
A administração de reserpina não provocou redução de massa corporal ao 
fim do experimento. As linhagens Lewis, SLA16 e SHR diferenciaram 
parcialmente na locomoção, mas não para o comportamento de catalepsia. 
Um aumento nos movimentos de mastigação ao vácuo e protrusão de 
língua independente de tratamento ou tempo foram encontrados na 
linhagem SLA16. Esse resultado demonstra uma função do locus 
diferencial no desenvolvimento de discinesia oral que pode estar 
conectada ao controle do estresse oxidativo. Portanto, o presente estudo 
fornece evidências teóricas e experimentais de influência genética de uma 
região do cromossomo 4 que pode ser usada para investigar mecanismos 
envolvidos na patologia da DP e discinesia oral. Ainda, contribui para a 
validação da administração repetida de baixa dose de reserpina como um 
modelo progressivo de Doença de Parkinson. Palavras-chave: Ratos 
isogênicos/congênicos. Parkinson. Dopamina. Discinesia oral. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
1.1. O CONTEXTO DA DOENÇA DE PARKINSON 
 
A Doença de Parkinson (DP) é uma doença neurodegenerativa 
caracterizada por bradicinesia (lentidão anormal dos movimentos), 
tremor, rigidez muscular e instabilidade postural. Pacientes com DP 
apresentam também prejuízos cognitivos anteriores ou concomitantes aos 
prejuízos motores (ISHIHARA & BRAYNE, 2006; KLOCKGETHER, 
2004). Essas alterações motoras são induzidas pela perda neuronal 
dopaminérgica na substância nigra (SN), que resulta na queda progressiva 
dos níveis de dopamina (DA) comprometendo sua neurotransmissão e 
culminando nos sintomas motores da doença (KLOCKGETHER, 2004; 
WOOD-KACZMAR et al., 2006).  
Publicado em 1817 por James Parkinson, “Um ensaio sobre a 
Paralisia Agitante” é o primeiro registro médico-científico do que em 
homenagem ao autor, décadas depois, vem a ser chamado de DP. A 
primeira conexão entre os sintomas e a dopamina ocorreu apenas 140 
anos depois, em 1957, quando Arvid Carlsson usou reserpina para induzir 
em coelhos um estado parkinsoniano e os precursores de dopamina e 
serotonina como tratamento, sendo que só o primeiro funcionou. Sendo 
assim, os 10 anos de pesquisa subsequentes foram marcados por dúvidas 
até que, em 1967 (150 após a publicação de J. Parkinson), George Cotzias 
descreve a primeira terapia eficiente para o tratamento da enfermidade em 
humanos: o uso da L-DOPA (FAHN, 2015). Essa remanesce, ainda hoje, 
como a melhor abordagem para o tratamento da DP. Porém, apesar de 
revolucionário ao melhorar enormemente a qualidade de vida de 
pacientes, estudos subsequentes ao emprego da L-DOPA revelaram a 
indução de discinesia e flutuações motoras (conhecidas como efeito “liga-
desliga”) sob uso prolongado do medicamento. Por isso, a necessidade do 
desenvolvimento de outras abordagens para o tratamento farmacológico 
foi renovada (DUTY & JENNER, 2011; SANTOS, 2012).  
Desde então, diversos fármacos candidatos ao tratamento da DP 
tem sido estudados, como a sinvastatina, fluoxetina, melatonina, 
paroxetina, modafinil, zonisamida, bumetanida, canabinóides e outros 
(DAMIER et al., 2016; SANTOS, 2012). Compostos como a carbidopa, 
benserazida, selegilina, pramipexol, inibidores de monoamina oxidase 
(MAOi), anticolinérgicos e amantadina são parte dos já aplicados à 
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clínica (LIEBERMAN et al., 1984; MÁRQUEZ-CRUZ et al., 2016). 
Dentre esses, alguns são mais utilizados por apresentarem menos efeitos 
secundários do que outros. A resposta aos fármacos pode variar entre 
pacientes, mas em suma, o tratamento da DP permanece paliativo 
(SANTOS, 2012) 
Para serem desenvolvidos, novos fármacos passam por diversas 
etapas até que tenham sua eficácia terapêutica comprovada e sejam 
liberados ao uso como um medicamento. Os períodos de descoberta, 
desenvolvimento e testes pré-clínicos, os quais geralmente compreendem 
a experimentação em cobaias, são as fases em que são investigados e 
testados os mecanismos pelos quais, supostamente, tem-se a ação 
terapêutica do fármaco. No entanto, para que ele possa ser testado, 
primeiro é necessária a indução da enfermidade que servirá como 
substrato para o tratamento. Adicionalmente, a indução é também 
utilizada para desvendar os mecanismos de progressão da própria doença, 
assim como causas e consequências que não podem ser facilmente 
observadas em humanos. Portanto, paralelamente ao surgimento de novos 
tratamentos, ocorre o estudo sobre modelos animais que sirvam de base 
para a investigação acerca da DP. 
 
1.2. MODELOS FARMACOLÓGICOS 
 
Além dos modelos genéticos, os esforços científicos resultaram em 
uma variedade de modelos farmacológicos como o da 6-hidroxidopamina 
(6-OHDA), do 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), 
haloperidol, paraquat, maneb, rotenona e da reserpina, utilizados para 
produzir prejuízos motores e cognitivos semelhantes aos observados na 
DP (DUTY & JENNER, 2011).  
As toxinas MPTP e 6-OHDA têm sido empregadas na indução do 
parkinsonismo. Depois de internalizadas no neurônio dopaminérgico pelo 
transportador de dopamina (DAT), ambas as toxinas provocam a inibição 
do complexo I da cadeira respiratória, culminando na redução de ATP, 
estresse oxidativo, agregação proteica e, finalmente, morte celular e 
depleção de DA (LEÃO et al., 2015).  
O MPTP pode ser administrado perifericamente, pois é altamente 
lipofílico e ultrapassa a barreira hemato-encefálica. Através da 
monoamina oxidase B (MAO-B) de células gliais e neurônios 
serotoninérgicos, o MPTP é convertido em MPDP e oxidado em MPP+. 
Então, como descrito anteriormente, é internalizado via DAT e debilita a 
cadeia respiratória, (através de inibição do complexo I) além de ligar-se 
ao transportador vesicular de monoaminas (VMAT) e interagir com 
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proteínas do citoplasma (SCHOBER, 2004). Apesar da possibilidade de 
administração periférica, a resiliência de roedores à droga pode gerar a 
necessidade de maiores doses, o que também gera maior variabilidade e 
riscos para os experimentadores (LEÃO et al., 2015).  
A 6-OHDA, por sua vez, não atravessa a barreira hemato-
encefálica e necessita de injeção direta no cérebro, usualmente 
produzindo lesão unilateral da via nigrostriatal. Após ligação com o 
transportador e, uma vez dentro do neurônio dopaminérgico, a toxina gera 
espécies reativas de oxigênio (EROs) e prejuízo para a cadeia respiratória, 
resultando na morte neuronal (DUTY & JENNER, 2011). Apesar de 
utilizados em larga escala e dessa forma contribuírem enormemente para 
os avanços do entendimento acerca da DP, ambos os modelos falham em 
reproduzir sintomas motores clínicos e formação de corpos de Lewy 
(SCHOBER, 2004). Outros modelos menos utilizados como o paraquat, 
maneb e a rotenona (os quais são constituintes de pesticidas e dessa forma 
possuem importância epidemiológica), também são utilizados sob a 
perspectiva de inibição de complexos da cadeia respiratória. A relação 
entre a disfunção mitocondrial causada por todos esses modelos e a DP 
foi recentemente discutida (NAVARRO & BOVERIS, 2010). Contudo, 
maiores detalhes assim como vantagens e desvantagens de cada um deles 
não serão abordados neste trabalho. 
 
1.3. MODELO DA RESERPINA 
 
A administração de reserpina, um alcaloide proveniente do arbusto 
Rauwolfia serpentina, foi o primeiro modelo a ser aplicado para a DP. 
Nesse contexto, a reserpina é reconhecida por causar depleção dos 
estoques de monoaminas em neurônios pré-sinápticos do sistema nervoso 
central através da inibição do transportador vesicular de monoaminas 
(VMAT) (HENRY et al., 1998). Pela mesma razão, a reserpina foi 
primariamente utilizada como um anti-hipertensivo (através do bloqueio 
do VMAT1) (MCQUEEN et al., 1954) e, posteriormente, ganhou 
destaque no contexto da DP ao servir de instrumento para testar a eficácia 
terapêutica do L-DOPA em roedores (CARLSSON et al., 1957, apud 
DUTY & JENNER, 2011, p. 1359) e reproduzir o efeito em humanos 
(DEGKWITZ et al., 1960, apud DUTY & JENNER, 2011, p. 1359). 
Então, o modelo de estudo com reserpina passou a ser executado a partir 
da administração aguda de alta dose da substância induzindo prontamente 
prejuízos motores severos. Porém, em pacientes com DP, o aparecimento 
de déficits motores ou cognitivos constitui um perfil progressivo 
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(BEZARD et al., 2011; KLOCKGETHER, 2004; STEINPREIS & 
SALAMONE, 1993). Por esse motivo, estudos recentes discutem a 
administração crônica de baixa dose de reserpina como um protocolo que 
mimetiza mais fielmente a progressão temporal dos sintomas observada 
em humanos (FERNANDES et al., 2012; LEÃO et al., 2015; SANTOS 
et al., 2013). Além dessa semelhança sintomatológica, a ação depletora 
inespecífica de monoaminas da reserpina (ARORA et al., 2011; 
ANTKIEWICZ-MICHALUK et al., 2014; DUTY & JENNER, 2011), 
que fora sido considerada inicialmente um defeito do modelo, contribui 
para as semelhanças neuroquímicas, visto que os sistemas noradrenérgico 
e serotoninérgico também são afetados na DP (DUTY & JENNER, 2011).  
Quanto aos efeitos neuroquímicos relativos a neurônios 
dopaminérgicos, a reserpina impede o armazenamento da dopamina em 
vesículas (como consequência do bloqueio do VMAT2) aumentando o 
metabolismo de DA no citoplasma. Esse efeito favorece a geração de 
EROs e quinonas reativas produzindo estresse oxidativo e peroxidação 
lipídica. O acúmulo dessas espécies reativas de oxigênio também resulta 
em sinalização pró-inflamatória, que mediada por outros fatores e 
moléculas, culmina na redução da atividade da tirosina hidroxilase e 
aumento do dano celular (para detalhes, ver LEÃO et al., 2015). As vias 
noradrenérgica e serotoninérgica, como dito anteriormente, também são 
afetadas pelo bloqueio do VMAT e compartilham semelhanças com os 
efeitos neuroquímicos da via dopaminérgica. Particularidades, no 
entanto, não serão abordadas nesse trabalho devido à complexidade de 
mecanismos que não estão de todo esclarecidos e não são, até o momento, 
o foco da pesquisa com DP. As projeções neurais entre a substância nigra 
e o estriado, as quais possuem caráter dopaminérgico, tem recebido 
destaque desde feita a correlação com os sintomas motores 
parkinsonianos (FAHN, 2015; KLOCKGETHER, 2004; WOOD-
KACZMAR et al., 2006).  
Em acordo com o que é observado no quadro clínico da doença 
(KLOCKGETHER, 2004), o parkinsonismo induzido por reserpina em 
roedores foi bem-sucedido em reproduzir a rigidez muscular, dificuldade 
em iniciar e executar movimentos, distúrbios involuntários, além de 
prejuízo de memória e depressão (ABÍLIO et al., 2004; BASKIN & 
SALAMONE, 1993; BLASCO-SERRA et al., 2015; COLPAERT, 1987; 
DE FREITAS et al., 2016; FERNANDES et al., 2012; LEÃO et al., 2015; 
QUEIROZ et al., 1998; SKALISZ et al., 2002; SILVA et al., 2002; 
SANTOS et al., 2013). A respeito dos prejuízos motores, ratos tratados 
com reserpina exibem um aumento na latência para descer da barra no 
teste de catalepsia em barra (FERNANDES et al., 2012; LEÃO, 2016; 
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SANTOS et al., 2013), aumento da manifestação de movimentos 
involuntários orofaciais (ABÍLIO et al., 2004; LEÃO, 2016; QUEIROZ 
et al., 1998; SILVA et al., 2002;) e decréscimo de atividade locomotora 
(BASKIN & SALAMONE, 1993; COLPAERT, 1987; LEÃO, 2016). 
As alterações motoras consequentes da administração de reserpina 
podem ser vinculadas ao decréscimo nos níveis de tirosina hidroxilase 
(TH) (SANTOS et al., 2013), aumento de estresse oxidativo (ABÍLIO et 
al., 2004; FERNANDES et al., 2012), e aumento de expressão da proteína 
α-sinucleína (para revisão, ver LEÃO et al., 2015). Ainda que a função 
celular dessa proteína não seja bem definida, a α-sinucleína parece ter 
importância quanto à transmissão dopaminérgica e a regulação da 
atividade da TH, enzima da via de síntese da dopamina (BENDOR et al., 
2013; GAUGLER et al., 2012; MASLIAH et al., 2000; PEREZ et al., 
2002; ZALTIERI et al., 2015b). Variações no gene Snca (que codifica a 
proteína α-sinucleína) aumentam o risco de desenvolvimento da DP, 
demonstrando uma relação genética entre a proteína e a doença (SIMÓN-
SÁNCHEZ et al., 2009). No ambiente intracelular, ela existe em um 
equilíbrio dinâmico entre um estado solúvel e um estado ligado à 
membrana plasmática. Alterações pós-traducionais como a acetilação e 
metilação podem modificar a conformação estrutural, afinidade por 
membranas, neurotoxicidade e formação de fibrilas de α-sinucleína, 
alterando a forma com que a proteína interage com o ambiente (BURRÉ, 
2015). Quando agregada, pode contribuir para a formação de corpos de 
Lewy, uma das principais evidências histopatológicas da DP. A 
correlação com a neurodegeneração sugere que esse é um importante 
evento durante a patogênese da doença (TOFARIS et al., 2006). Além 
disso, esses agregados possuem transmissão e toxicidade relevantes para 
o entendimento das características neurobiológicas da DP (GALLEGOS 
et al., 2015; LAWAND et al., 2015).  
Em um protocolo de administração repetida de reserpina, foram 
encontradas evidências de aumento nos níveis de α-sinucleína solúvel na 
substância nigra e no estriado (LEÃO, 2016). Recentemente, foi relatado 
que a administração da reserpina também provoca acréscimo na 
expressão de α-sinucleína em cultura celular, além de morte de neurônios 
dopaminérgicos em Drosophila causada por interferência no fluxo 
autofágico (LEE et al., 2015). O já mencionado estresse oxidativo 
induzido pelo aumento dos níveis citoplasmáticos de dopamina e que gera 
EROs também é destaque quanto à patogênese de doenças 
neurodegenerativas, como a DP (EBADI et al., 1996). A esse respeito, 
ABÍLIO et al. (2004) reportou em ratos um aumento da susceptibilidade 
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ao desenvolvimento de discinesia oral induzida por reserpina através da 
redução da proteção contra o dano oxidativo. Maior peroxidação lipídica 
no estriado também já foi descrita na literatura (FERNANDES et al., 
2012; LEÃO, 2016). Além do estudo de modelos farmacológicos como o 
da reserpina, diversas linhagens de roedores também são objetos de 
estudo visto que variam quanto à resposta aos diferentes tratamentos e 
testes, e isso pode ser usado para elucidar mecanismos importantes para 
o desenvolvimento da DP. 
 
1.4. AS LINHAGENS E O CROMOSSOMO 4 
 
A linhagem isogênica Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) é 
constantemente uma ferramenta para pesquisas sobre distúrbio de déficit 
de atenção e hiperatividade (ADHD), consumo de álcool, memória e 
aprendizado, ansiedade e DP (DE MEDEIROS et al., 2014; HINOJOSA, 
et al., 2006; IZIDIO et al., 2011; LEÃO et al., 2015; RUSSELL et al., 
2000; RUSSELL, 2002, 2003a; b; RAMOS et al., 2003; 
VENDRUSCOLO et al., 2008, 2009). Em alguns trabalhos, sugeriu-se 
que ratos SHR são resistentes ao desenvolvimento de discinesia oral 
induzida por envelhecimento (ABÍLIO et al., 2004) ou tratamento com 
reserpina na dose 1,0 mg/kg (ABÍLIO et al., 2004; QUEIROZ et al., 
1998). Recentemente, evidências de resiliência dos SHR foram 
estendidas para os testes de catalepsia e de locomoção espontânea sob 
dose de 0,1mg/kg, além de parâmetros neuroquímicos (LEÃO, 2016).  
Outra linhagem bastante utilizada é a linhagem isogênica Lewis 
(LEW). Em um estudo de administração de rotenona, flavonoide que 
induz prejuízos similares à DP, foi demonstrado que a linhagem constitui 
um modelo passível de reprodução com perda neuronal dopaminérgica e 
inclusões contendo α-sinucleína (CANNON et al., 2009). Também, há 
evidências de maior expressão de α-sinucleína no hipocampo de ratos 
LEW acompanhada de turnover reduzido de dopamina quando 
comparados aos ratos da linhagem SHR (CHIAVEGATTO et al., 2009). 
Quanto à administração de reserpina, não há estudos publicados para essa 
linhagem. 
Sendo assim, as linhagens de ratos LEW e SHR, que expressam 
níveis contrastantes de comportamentos relacionados à ansiedade 
(HINOJOSA et al., 2006; IZIDIO et al., 2011), foram submetidas a um 
estudo de QTL (quantitative trait loci) para identificar regiões genômicas 
importantes para esses comportamentos. Desse modo, em um locus 
localizado no cromossomo 4, encontrou-se uma região denominada 
Anxrr16 (anxiety related response 16) (RAMOS et al., 1997; 1998) 
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fortemente associada à locomoção central no campo aberto, teste clássico 
utilizado para medir comportamentos relacionados à ansiedade. Nesta 
região mapeada encontra-se o gene Snca (além de outros genes 
importantes) o qual codifica a proteína α-sinucleína, como mencionada 
anteriormente, muito relacionada a diversos aspectos da DP. Com o 
intuito de ampliar a compreensão sobre como essa região diferenciada 
influencia no comportamento dos roedores, construiu-se uma linhagem 
congênica denominada SLA16 (SHR.LEW-Anxrr16) derivada das 
linhagens LEW e SHR. Essa linhagem carrega a região genômica do 
cromossomo 4 Anxrr16 proveniente da linhagem LEW (doadora) no 
contexto genético da linhagem SHR (receptora) (PEREIRA, 2010).  
Até o momento, estudos com ratos SLA16 demonstraram que 
estes, apesar de deterem o pool gênico SHR (exceto para o Anxrr16, de 
LEW), apresentam menor comportamento tipo-ansioso quando 
comparado às linhagens doadora e receptora (DE MEDEIROS et al., 
2013). Em resumo, os alelos da linhagem LEW (a qual exibe maiores 
níveis de ansiedade) favoreceram a redução (ao invés do aumento) desse 
comportamento quando introduzidas no contexto genético do receptor, 
resultando em uma linhagem com níveis de ansiedade menores que o 
próprio SHR. Esse efeito contraintuitivo do QTL foi recentemente 
também descrito para comportamentos de aprendizado e memória 
(ANSELMI et al., 2016) e, apesar de parecer contraditório, corrobora o 
perfil transgressivo associado a essa região (DE MEDEIROS et al., 2014; 
IZÍDIO et al., 2011; RAMOS et al., 1999). 
Por esses motivos, o estudo de administração repetida de baixa 
dose de reserpina e a extensão da discussão para o contexto do locus 
diferencial são de grande valia como objeto de estudo do 
desenvolvimento da DP. 
 
1.5. HIPÓTESE 
 
Ratos da linhagem LEW e SLA16, tratados repetidamente com 
baixa dose de reserpina, expressam alterações motoras mais acentuadas 
quando comparados aos ratos da linhagem SHR e aos seus respectivos 
controles. 
 
1.6. JUSTIFICATIVA 
 
Atrás apenas da Doença de Alzheimer, a DP se destaca como a 
segunda doença neurodegenerativa mais comum. Desse modo, é inegável 
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a importância socioeconômica resultante da incidência da doença sobre a 
população. Devido a estes impactos, são desenvolvidos esforços a fim de 
obter modelos que permitam desvendar os mecanismos de progressão e 
que possam ser utilizados para testar e validar fármacos candidatos para 
o tratamento, melhorando a qualidade de vida dos pacientes. O modelo de 
administração de reserpina, especialmente o de administração repetida de 
baixa dose, tem revelado dados promissores na tentativa de reproduzir o 
caráter progressivo da doença, além da neuroquímica e farmacologia 
(LEÃO et al., 2015). Entretanto, há uma grande quantidade de perguntas 
remanescentes das quais as respostas podem ser essenciais para a 
continuidade dos avanços sobre o parkinsonismo induzido por reserpina. 
Adicionalmente, a linhagem SLA16 utilizada neste trabalho constitui um 
modelo genético exclusivo do Laboratório de Genética do 
Comportamento (BEG/CCB/UFSC) e diferenciado ao oferecer a 
possibilidade de correlação genética entre as linhagens LEW e SHR, 
utilizando-se do locus diferencial. Portanto, este trabalho foi executado 
sob a perspectiva de contribuir para a investigação da DP, utilizando as 
linhagens LEW, SHR e SLA16 como ferramentas, e auxiliar na 
caracterização do modelo de estudo com administração repetida de baixa 
dose de reserpina. 
 
1.7. OBJETIVOS 
 
1.7.1. Objetivo geral 
 
Avaliar a susceptibilidade para o desenvolvimento de alterações 
motoras, envolvidas na progressão da Doença de Parkinson, em linhagens 
isogênicas de ratos. 
 
1.7.2. Objetivos específicos 
 
a) Avaliar os efeitos do tratamento repetido de baixa dose de 
reserpina em três diferentes linhagens isogênicas de ratos. 
b) Buscar efeitos genótipo-específicos, do tratamento repetido 
de baixa dose de reserpina, em testes comportamentais de 
avaliação motora. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
2.1. ANIMAIS 
 
Foram utilizados 48 ratos machos das linhagens Lewis (LEW), 
Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) e SLA16 (SHR.LEW-Anxrr16) 
com idade entre 6 e 7 meses (idade adulta), nascidos no biotério 
localizado nas instalações do Laboratório de Genética do Comportamento 
– BEG/CCB/UFSC. Os animais foram mantidos em caixas-moradia 
acondicionadas em ambiente com ventilação e temperatura controladas 
(22 ± 2ºC), com ciclo claro/escuro de 12h/12h (luzes acesas às 07:00h) e 
água e alimento ad libitum. Este trabalho foi realizado de acordo com as 
especificações da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 
conforme protocolo PP00903. 
 
2.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS 
 
Os animais foram divididos aleatoriamente entre um grupo RES 
(reserpina) e um VEH (veículo) para cada uma das linhagens sendo, ao 
todo, seis grupos: LEW-VEH, LEW-RES, SLA16-VEH, SLA16-RES, 
SHR-VEH, SHR-RES. Os grupos testados durante a execução do trabalho 
são os mesmos para todos os experimentos. Os grupos RES foram 
injetados via subcutânea (S.C.) com solução de reserpina (1ml/kg) na 
dose de 0,1 mg/kg a cada 48 horas (entre 16:00h e 18:00h) durante 28 
dias, totalizando 14 injeções. Em dias em que submetidos a testes, as 
injeções foram aplicadas após a realização do(s) teste(s) a fim de evitar o 
efeito agudo da droga sobre os parâmetros analisados. Para a habituação 
ao experimentador, com a finalidade de reduzir o estresse durante a 
experimentação, os animais utilizados neste trabalho foram gentilmente 
manuseados durante aproximadamente 4 minutos cada por 3 dias 
consecutivos antecedentes ao início do tratamento. Para cada grupo 
utilizou-se oito animais (n=8). A organização dos grupos experimentais 
pode ser observada no Quadro 1. 
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Quadro 1. Divisão dos grupos experimentais por linhagem versus 
tratamento. 
 
2.3. DROGA 
 
Reserpina (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) foi 
dissolvida em aproximadamente 50μl de ácido acético glacial e diluída 
para a concentração correta em água destilada (5mg/50mL). Veículo 
consistiu na mesma quantidade de ácido acético glacial e água que na 
solução de reserpina. 
 
2.4. CONTROLE DE MASSA CORPORAL 
 
Como previamente citado, o tratamento com reserpina causa 
prejuízos motores progressivos. Dessa forma, ao longo do tratamento, 
alguns animais poderiam desenvolver dificuldade para se alimentar, 
resultando em perda de massa corpórea. Com o intuito de monitorar esse 
efeito, realizou-se a medição de massa corporal de todos os animais antes 
do início dos experimentos e 48h após a 2ª, 4ª, 6ª, 8ª, 10ª e 12ª injeção.  
 
2.5. TESTES COMPORTAMENTAIS 
 
2.5.1. Catalepsia em Barra (CAT) 
 
O teste consiste em uma barra de vidro fixada 9 centímetros acima 
do chão do aparato (Figura 1), na qual o animal é posicionado de modo 
a apoiar as duas patas dianteiras sobre a barra. A catalepsia é um estado 
de imobilidade comportamental caracterizado por rigidez muscular e 
incapacidade de correção por um longo período de tempo da postura 
imposta inicialmente (SANBERG et al., 1988). A análise é feita pela 
medição do tempo em que o rato permanece nessa postura anormal 
durante três exposições consecutivas, sendo 180 segundos o tempo 
máximo de cada uma delas. Para interromper o cronômetro, o critério 
utilizado foi o primeiro movimento de qualquer uma das patas dianteiras. 
Linhagem/Tratamento Reserpina (0,1mg/kg) Veículo 
LEW LEW-RES LEW-VEH 
SLA16 SLA16-RES SLA16-VEH 
SHR SHR-RES SHR-VEH 
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O teste de catalepsia foi realizado a cada 48h (entre 09:00h e 11:00h) 
durante todo o tratamento. 
 
 
 
Figura 1. Aparato utilizado no teste de CAT. 
 
2.5.2. Campo Aberto (CA) 
 
O aparato consiste em uma caixa de madeira quadrada (100 x 100 
cm) coberta com fórmica, contendo uma arena em preto fosco cercada por 
paredes brancas, de 40 cm de altura (Figura 2). A exposição ao ambiente 
novo, iluminado e aberto do aparato desencadeia comportamentos 
relacionados à ansiedade que podem ser analisados por meio de 
parâmetros (WALSH & CUMMINS, 1976). Cada animal foi posicionado 
no centro do CA e testado durante 5 minutos. O comportamento foi 
gravado por um sistema de câmeras e analisado pelo software de 
rastreamento ANY-maze (Stoelting, USA). A locomoção total foi 
utilizada para análise. O teste de campo aberto foi realizado 48h depois 
da 3ª, 7ª, 11ª e 14ª injeção, logo após o teste de catalepsia. 
 
24 
 
 
Figura 2. Aparato utilizado no teste do CA. 
 
2.5.3. Movimentos Orais (MO) 
 
A medida de movimentos orais foi realizada colocando os animais 
em gaiola gradeada de dimensões 29 x 21 x 24 cm (comprimento x largura 
x altura) onde foram observados durante 10 minutos. Para a melhor 
observação, espelhos são fixados sob e atrás da gaiola permitindo que o 
experimentador visualize o animal em qualquer posição (FERNANDES 
et al., 2012) (Figura 3). Para análise, foram registrados o número de 
protrusões de língua e o número de movimentos de mastigação que não 
sejam direcionados a nenhum objeto (mastigação ao vácuo). 
Comportamentos exibidos durante o grooming não foram contabilizados. 
O teste de movimentos orais foi realizado 48h depois da 3ª, 7ª, 11ª e 14ª 
injeção, logo após o teste de campo aberto. 
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Figura 3. Aparato utilizado no teste de MO. 
 
2.6. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 
Todas as análises estatísticas foram feitas utilizando-se o software 
Statistica 10 (Statsoft, Tulsa, OK, EUA).  Todos os dados foram testados 
quanto a normalidade (teste de Kolgomorov-smirnov) e analisados por 
meio de uma Análise de Variância (ANOVA). Para todos os dados 
utilizou-se uma ANOVA de medidas repetidas. Sempre que necessário, o 
teste de comparação de médias (post-hoc) de Duncan foi aplicado após a 
ANOVA. O nível de significância considerado, em todo o trabalho, foi de 
p≤0,05. Símbolos foram utilizados nos gráficos para representar efeitos 
significativos de linhagem (&), tratamento (*) e tempo (#).  
 
2.7. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 
O delineamento experimental do tratamento e a disposição 
temporal dos testes podem ser observados na Figura 4. 
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Figura 4. Delineamento experimental do tratamento repetido de baixa 
dose de reserpina. Administração de reserpina ou veículo a cada 48h, 
Teste de catalepsia em barra realizado antes do início do tratamento e 48h 
após cada injeção. Campo aberto e teste de movimentos orais realizados 
48h após a 3ª, 7ª, 11ª e 14ª injeção. Pesagem feita antes do início do 
tratamento e a cada 2 injeções. No dia seguinte ao último dia de teste, os 
animais foram eutanasiados. 
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3. RESULTADOS 
 
 
3.1. MASSA CORPORAL 
 
Uma ANOVA de medidas repetidas para os valores de massa 
corporal revelaram efeito significativo para o fator linhagem 
[F(2,42)=5,3570, p<0,01], tempo [F(6,252)=6,9173, p<0,001], e 
interação tempo vs. tratamento [F(6,252)=3,9770, p<0,001]. Ratos 
SLA16 possuem menor massa corporal do que os ratos LEW (p<0,01), 
mas não diferem em relação aos SHR (p>0,05) (Figura 5A). As linhagens 
LEW e SHR, por sua vez, não apresentaram diferença na massa corpórea, 
apesar de uma tendência ter sido observada (p=0,08) (post-hoc de 
Duncan). O mesmo post-hoc para a interação tempo vs. tratamento 
revelou um aumento de massa para o grupo VEH a partir da 8ª injeção 
(p=0,01) em relação ao valor inicial antes do tratamento, mas não para o 
grupo RES. Uma redução de massa foi observada para o grupo RES 48h 
após a 4ª injeção (p<0,05) quando comparado ao valor inicial (antes da 1ª 
injeção), mas esse efeito não foi mais encontrado ao seguir do tratamento. 
Não foram encontradas diferenças entre os grupos VEH e RES para o 
mesmo período de tempo e não foi observada redução, ao final do 
tratamento, da massa inicial do grupo tratado (Figura 5B). 
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Figura 5. Valores de massa corporal. (A) massa corporal das linhagens 
Lewis, SLA16 e SHR ao decorrer do tratamento (n=16 por linhagem) (B) 
efeito do tratamento repetido de baixa dose de reserpina 0,1mg/kg (RES, 
n=24) ou veículo (VEH, n=24) sobre a massa corporal ao longo do tempo 
(C) efeito da administração repetida de reserpina ou solução veículo sobre a 
massa corporal, ao longo do tempo, nas linhagens LEW, SLA16 e SHR (efeitos 
significativos estão descritos no tópico 3.1 e representados nos gráficos 5A e 5B). 
Resultados expressos em médias ± E. P. M. &&p≤0,01 comparação entre 
a linhagem Lewis e SLA16. #p≤0,05, ##p≤0,01 e ###p≤0,001 comparado 
ao valor basal dentro do mesmo tratamento (post-hoc de Duncan). 
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3.2. CATALEPSIA EM BARRA 
 
Uma ANOVA de medidas repetidas revelou efeito significativo 
para o fator tratamento [F(1,42)=21,846, p<0,001], tempo 
[F(14,588)=10,501, p<0,001], interação tempo vs. linhagem 
[F(28,588)=1,7730, p<0,01] e tempo vs. tratamento [F(14,588)=8,9938, 
p<0,001]. O teste post-hoc de Duncan mostrou que a linhagem SHR 
exibiu maior tempo de catalepsia do que a linhagem Lewis 48h após a 9ª 
injeção, e do que Lewis e SLA16 48h após a 10ª e 11ª injeção (Figura 
6A). O mesmo post-hoc da interação entre tempo e tratamento revelou 
que animais tratados com reserpina passaram mais tempo na barra de 
catalepsia do que o respectivo controle 48h após a 5ª injeção e a partir da 
7ª injeção até o fim do tratamento (Figura 6B).  
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Figura 6. Duração da catalepsia. (A) duração da catalepsia nas linhagens 
Lewis, SLA16 e SHR ao decorrer do tratamento (n=16 por linhagem) (B) 
efeito da administração repetida de reserpina 0,1mg/kg (RES, n=24) ou 
veículo (VEH, n=24) sobre o comportamento de catalepsia (C) efeito da 
administração repetida de reserpina ou solução veículo, ao longo do 
tempo, nas linhagens LEW, SLA16 e SHR. Resultados expressos em 
médias ± E. P. M. £p≤0,05 comparado com a linhagem Lewis, &p≤0,05 
comparado com as duas outras linhagens. *p≤0,05, **p≤0,01 e 
***p≤0,001 comparado ao grupo VEH no mesmo período (post-hoc de 
Duncan). 
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3.3. CAMPO ABERTO 
 
Uma ANOVA de medidas repetidas revelou efeito significativo de 
linhagem [F(2,42)=4,9922, p=0,01], tratamento [F(1,42)=12,515, 
p=0,001] e tempo [F(3,126)=5,1222, p<0,01]. Um post-hoc de Duncan 
mostrou que a linhagem SLA16 exibe maior comportamento locomotor 
do que a linhagem Lewis, sendo que ambas não diferiram da SHR 
(Figura 7A). O mesmo post-hoc para o efeito de tempo mostra uma 
tendência de redução da distância total percorrida 48h após a 11ª injeção 
(p=0,06) e uma redução significativa 48h após a 14ª injeção. Devido à 
ausência de interação entre tempo e tratamento, não foi possível dissociar, 
ao longo do tempo, a redução da locomoção por habituação ao aparato da 
induzida pela reserpina. Contudo, o efeito geral de tratamento mostra que 
a administração repetida de reserpina induz hipolocomoção (Figura 7B), 
mas isto independe da linhagem. A progressividade específica desse 
efeito não pôde ser acessada estatisticamente, posta a presença de 
habituação como um fator de confusão do efeito de repetição da injeção. 
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Figura 7. Distância total percorrida no campo aberto. (A) locomoção das 
linhagens Lewis, SLA16 e SHR ao decorrer do tratamento (n=16 por linhagem) 
(B) efeito da administração repetida de reserpina 0,1mg/kg (RES, n=24) ou 
veículo (VEH, n=24) sobre a distância total percorrida 48h após a 3ª, 7ª, 11ª e 14ª 
injeção (C) efeito da administração repetida de reserpina ou solução veículo sobre 
a distância total percorrida, ao longo do tempo, nas linhagens LEW, SLA16 e 
SHR (efeitos significativos estão descritos no tópico 3.3 e representados nos 
gráficos 7A e 7B). Resultados expressos em médias ± E. P. M. &&p≤0,01 
comparando as linhagens SLA16 e Lewis. ***p≤0,001 comparando grupos VEH 
e RES (post-hoc de Duncan). 
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3.4. MOVIMENTOS ORAIS 
 
3.4.1. Mastigação ao Vácuo 
 
Uma ANOVA de medidas repetidas revelou efeito significativo 
para os fatores linhagem [F(2,42)=7,8837, p=0,001], tratamento 
[F(1,42)=39,401, p<0,001], tempo [F(3,126)=2,6603, p=0,05] e interação 
tempo vs. tratamento [F(3,126)=6,3274, p<0,001]. Um post-hoc de 
Duncan revelou que a linhagem SLA16 exibe maior comportamento de 
mastigação ao vácuo do que as linhagens LEW (p=0,01) e SHR 
(p<0,001), sendo que essas não diferem entre si (p>0,05) (Figura 8A). 
Adicionalmente, ao realizar-se o post hoc de Duncan para a interação 
entre tempo e tratamento, foi revelado um aumento da manifestação de 
mastigação ao vácuo já após a 3ª injeção (p<0,01) comparando-se grupos 
RES e VEH. Esse efeito de tratamento também foi confirmado 48h após 
a 7ª (p<0,01), 11ª (p<0,001) e 14ª injeção (p<0,001) sendo que da 11ª 
injeção em diante há um aumento ainda maior desse comportamento, 
demonstrando progressividade (Figura 8B). 
       
 
34 
 
 
Figura 8. Número de mastigações ao vácuo no teste de movimentos orais. (A) 
mastigação ao vácuo nas linhagens Lewis, SLA16 e SHR ao decorrer do 
tratamento (n=16 por linhagem) (B) efeito da administração repetida de reserpina 
0,1mg/kg (RES, n=24) ou veículo (VEH, n=24) sobre a manifestação de 
mastigação ao vácuo ao longo do tempo (C) efeito da administração repetida de 
reserpina ou solução veículo sobre a manifestação de mastigações ao vácuo ao 
longo do tempo nas linhagens LEW, SLA16 e SHR (efeitos significativos estão 
descritos no tópico 3.4.1. e representados nos gráficos 8A e 8B). Resultados 
expressos em médias ± E. P. M. &&&p≤0,001, comparado com as linhagens 
Lewis e SHR. ##p≤0,01 e ###p≤0,001, comparado com o valor após a 3ª injeção. 
*p≤0,05, **p≤0,01 e ***p≤0,001 comparado ao grupo VEH no mesmo período 
(post-hoc de Duncan). 
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3.4.2. Protrusão de Língua 
 
Uma ANOVA de medidas repetidas revelou efeito significativo 
para os fatores linhagem [F(2,42)=7,3593, p=0,001], tratamento 
[F(1,42)=9,6405, p<0,01] e interação tempo vs. tratamento 
[F(3,126)=2,6756, p=0,05]. Um post-hoc de Duncan revelou que a 
linhagem SLA16 manifesta maior número de protrusões de língua do que 
LEW (p<0,001) e SHR (p<0,05), iguais entre si (p>0,05) (Figura 9A). 
Ainda, ao realizar o mesmo post-hoc para a interação tempo vs. 
tratamento, nota-se aumento do número de protrusões de língua 48h após 
a 11ª (p<0,05) e 14ª injeção (p<0,001). Uma redução 48h após a 14ª 
injeção foi encontrada para o grupo VEH (p<0,05) (Figura 9B). 
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Figura 9. Número de protrusões de língua no teste de movimentos orais. (A) 
protrusões de língua nas linhagens Lewis, SLA16 e SHR ao decorrer do 
tratamento (n=16 por linhagem) (B) efeito da administração repetida de reserpina 
0,1mg/kg (RES, n=24) ou veículo (VEH, n=24) sobre a manifestação de 
protrusões de língua ao longo do tempo (C) efeito da administração repetida de 
reserpina ou solução veículo sobre a manifestação de protrusões de língua ao 
longo do tempo nas linhagens LEW, SLA16 e SHR (efeitos significativos estão 
descritos no tópico 3.4.2. e representados nos gráficos 9A e 9B). Resultados 
expressos em médias ± E. P. M. &&&p≤0,001, comparado com as linhagens 
Lewis e SHR. *p≤0,05, **p≤0,01 e ***p≤0,001 comparado ao grupo VEH no 
mesmo período. #p<0,05 comparado ao número de protrusões após 3ª injeção. 
(post-hoc de Duncan). 
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4. DISCUSSÃO 
 
 
Nesse estudo, investigou-se os efeitos da administração repetida de 
reserpina na dose de 0,1mg/kg sobre as linhagens Lewis, SLA16 e SHR. 
Os resultados revelaram prejuízo motor induzido pela reserpina nas três 
linhagens para todos os testes, assim como comportamento distinto da 
linhagem SLA16 para o teste de movimentos orais sugerindo uma 
susceptibilidade para o desenvolvimento de discinesia oral (DO). A esse 
respeito, esses resultados representam uma influência de uma região do 
cromossomo 4 alterando a manifestação do distúrbio. 
A avaliação da massa corporal ao decorrer do tratamento mostrou 
que a reserpina evitou o ganho de massa, mas não provocou redução. Uma 
única pequena redução encontrada após a 4ª injeção pode ser devida a 
uma desidratação momentânea consequente de efeitos periféricos das 
primeiras injeções (Figura 5B). Esse efeito foi provavelmente 
compensado pelo consumo de água e desapareceu na pesagem seguinte. 
Durante o teste de catalepsia, diferenças entre os grupos RES e 
VEH independentemente da linhagem corroboraram o já estabelecido 
perfil de debilitação motora induzida pela administração repetida de 
reserpina na dose de 0,1mg/kg (para revisão, ver LEÃO et al., 2015). 
Aqui, ocorreram diferenças entre a duração da catalepsia dos grupos RES 
e VEH 48h após a 5ª injeção e da 7ª injeção em diante (Figura 6B). Esse 
aumento da latência reflete a dificuldade em corrigir uma postura anormal 
(SANBERG et al., 1988), o qual é um sintoma importante da DP 
(KLOCKGETHER, 2004). Em estudos anteriores, esse comportamento 
foi relacionado ao estresse oxidativo resultante do bloqueio do 
transportador de monoaminas pela reserpina (FERNANDES et al., 2012) 
e ao decréscimo no número de neurônios TH+ (positivos para tirosina 
hidroxilase) na SNpc (substância nigra pars compacta) e níveis da enzima 
no estriado dorsal (SANTOS et al., 2013). Os dados sugerem, portanto, 
uma relação entre dano oxidativo, mau-funcionamento da via nigrostriatal 
e a presença de prejuízos motores.  
De maneira importante, foi demonstrado na literatura que os 
efeitos motores produzidos por um protocolo de 10 injeções são 
revertidos 30 dias após a última injeção, evidenciando a reversibilidade 
do tratamento. Os níveis de TH na SNpc, VTA e locus coeruleus, todavia, 
tiveram apenas uma recuperação parcial (SANTOS et. al., 2013). Esses 
experimentos, entre outros, contribuem para a hipótese de que o aumento 
no tempo de catalepsia, assim como a recuperação após interrupção do 
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tratamento, está conectado aos sistemas de monoaminas, isto é, com a 
depleção e recuperação de neurotransmissores. Em acréscimo, deve-se 
considerar a interação com outros processos como o estresse oxidativo, a 
superexpressão de α-sinucleína, neuroinflamação e apoptose. Essa ideia, 
portanto, é fortalecida quando se considera o fato de que os três sistemas 
de monoaminas (dopaminérgico, noradrenérgico e serotoninérgico) são 
afetados pela DP (DUTY & JENNER, 2011) e também pela 
administração de reserpina (ARORA et al., 2011; ANTKIEWICZ-
MICHALUK et al., 2014; DUTY & JENNER, 2011). Outras mudanças 
no sistema de neurotransmissores e neuromoduladores, além de estresse 
oxidativo (EBADI et al., 1996; ZALTIERI et al., 2015) e agregados de α-
sinucleína (KLOCKGETHER, 2004; ZALTIERI et al., 2015) também 
podem ser vistas em pacientes (GERLACH & RIEDERER, 1996). 
A respeito da comparação entre Lewis, SLA16 e SHR, uma 
diferença foi observada especificamente para os períodos de 48h após a 
9ª (sendo SHR diferente de Lewis), 10ª e 11ª injeção (sendo SHR 
diferente das duas outras linhagens) (Figura 6A). Isso poderia representar 
o início de uma divergência na resposta aos efeitos cumulativos do 
tratamento e que foi contraposta por um mecanismo adaptativo, tendo a 
diferença desaparecido 48h após a 12ª injeção. De fato, como os efeitos 
da reserpina são reversíveis após a interrupção do tratamento (SANTOS 
et al., 2013), é provável que ocorram adaptações ainda durante o 
tratamento, como a supra-regulação dos receptores D1 e D2 (LEÃO et al., 
2015). Como o tempo de permanência na barra de todas as linhagens foi 
baixo, pequenas variações ao longo do tempo entre elas mais facilmente 
tornam-se estatisticamente significativas. Esse tipo de variação, como 
aqui visto para a linhagem SHR, é mais difícil de ser observado em 
estudos em que os animais permanecem muito mais tempo sobre a barra 
(LEÃO, 2016; SANTOS et al., 2013). Não é possível descartar, no 
entanto, influência de mudanças sutis no ambiente que poderiam 
influenciar o comportamento sobre a barra de catalepsia, como já 
discutido na literatura (SANBERG et al., 1988), mas é improvável que 
afetasse apenas uma linhagem. De qualquer forma, na injeção seguinte, a 
linhagem SHR não mais se diferenciou das outras duas e, até o fim do 
tratamento (assim como antes da 9ª injeção), a relação entre elas 
permaneceu a mesma.  
A falta de um efeito geral de linhagem, contudo, se deve a algumas 
razões. Uma delas está intimamente relacionada com a resiliência de ratos 
SHR à depleção de monoaminas e seus efeitos. Essa característica foi 
primeiramente abordada em um contexto da discinesia orofacial sob uma 
dose de 1,0mg/kg (ABÍLIO et al., 2004; QUEIROZ et al., 1998) e foi 
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recentemente expandida para os testes de catalepsia e atividade 
espontânea no campo aberto (LEÃO, 2016) na dose de 0,1mg/kg usada 
aqui. Um protocolo de 15 injeções a cada 48h da mesma dose não 
produziu decréscimo de TH na SNpc, somente no estriado. Em Wistar, 
no entanto, as duas áreas mostraram redução da enzima, a qual é limitante 
da via de produção da dopamina. Já a comparação entre as linhagens para 
o comportamento de catalepsia revelou grande diferença, com Wistar 
passando visivelmente mais tempo na barra (LEÃO, 2016). Ainda, 
quando avaliada a expressão da α-sinucleína, a qual é o principal 
componente dos corpos de Lewy e que vem sendo exaustivamente 
relacionada com a DP (BARTELS et al., 2011; BURRÉ, 2015; 
GAUGLER et al., 2012; GALLEGOS et al., 2015; ZALTIERI et al., 
2015), detectou-se que a linhagem SHR possui menor quantidade dessa 
proteína (no estriado dorsal) do que a Wistar nos grupos controle e sob 
tratamento (LEÃO, 2016). Maior expressão de catalase, uma enzima de 
proteção ao estresse oxidativo, também foi encontrada na linhagem SHR 
(ABÍLIO et al., 2004). A divergência comportamental em comparação 
aos ratos Wistar poderia ser atribuída, ao menos parcialmente, às 
diferenças neuroquímicas citadas acima.  
Sendo assim, a resiliência dos SHR poderia ser esperada também 
nos SLA16 dada a quase total similaridade genética e ausência, até o 
momento, de evidências que sugerissem uma resposta diferente dessa 
linhagem ao teste de catalepsia. De fato, a quantificação da duração da 
catalepsia sob o regime deste protocolo não revelou essas evidências. Em 
adição, a linhagem Lewis representou um mistério devido à completa 
ausência de experimentação com reserpina na literatura e parece, assim 
como as outras, desenvolver pouca catalepsia. No que os resultados 
mostram, 14 injeções de solução 0,1mg/kg da droga não foram suficientes 
para apresentar diferenças em relação aos ratos SHR e SLA16. Dessa 
forma, sugere-se que as três linhagens testadas possuem certo grau de 
resiliência aos efeitos do protocolo aplicado quando se considera a 
latência para descer ou movimentar as patas dianteiras sobre a barra (vide 
critério no tópico 2.4.1.). 
No teste de campo aberto, a linhagem Lewis exibiu menor 
locomoção do que a linhagem SLA16. Ambas, no entanto, não 
diferenciaram da linhagem SHR (Figura 7A). A menor distância 
percorrida pela linhagem Lewis em comparação à linhagem SLA16 
independe do tratamento e, por conseguinte, é reflexo de uma diferença 
basal de comportamento exploratório. Essa ideia é acompanhada pelo fato 
de que é difícil separar a atividade motora, como uma medida única e 
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geral, de fatores emocionais no teste do campo aberto (TAKAHASHI et 
al., 2006). Sendo assim, maiores níveis de ansiedade de ratos Lewis 
comparados aos SHR nesse aparato (RAMOS et al., 1997) podem 
contribuir para uma redução locomotora quando comparada aos SLA16, 
que exibem maior locomoção e menor nível de ansiedade do que os SHR 
(DE MEDEIROS et al., 2013). Uma maior atividade dos SLA16 em 
relação aos SHR, no entanto, não foi encontrada aqui. Além de 
divergências na medição (que foi baseada em metros, não em quadrados), 
a diferença no trabalho citado não foi observada em ambientes familiares, 
mas somente em não familiares, sugerindo que a reexposição ao campo 
aberto contribui para o desaparecimento desse efeito. A habituação ao 
CA, por sua vez, já foi discutida na literatura (TAKAHASHI et al., 2006). 
Paralelamente, o tratamento com reserpina induziu redução geral da 
locomoção no campo aberto independentemente da linhagem ou tempo 
(Figura 7B). Um efeito do tratamento com reserpina sobre a distância 
percorrida também é observada em um estudo prévio 48h após a 6ª 
injeção (SANTOS et al., 2013) mas não em outro quando acessada 48h 
após a 4ª injeção (FERNANDES et al., 2012). De acordo com a literatura 
e algumas evidências encontradas aqui, efeitos relativamente mais 
robustos do tratamento com reserpina na dose de 0,1mg/kg em diferentes 
testes tendem a ser observados a partir da 7ª injeção (FERNANDES et al., 
2012; LEÃO, 2016; SANTOS et al., 2013). Neste trabalho, a 
progressividade do efeito da reserpina no campo aberto não pôde ser 
acessada. Isso se deve à impossibilidade de dissociação, em um efeito 
geral de tempo, dos efeitos do fármaco e da habituação sobre a redução 
de distância total percorrida. 
Além da hipocinesia, uma disfunção nos movimentos orofaciais é 
observada em muitos pacientes e pode ser relacionada ao tratamento com 
neurolépticos, uso de L-DOPA ou como um componente da Doença de 
Parkinson afetando a mastigação, deglutição e fala (KOSHIKAWA et al., 
2011). Experimentalmente, observou-se que a administração de 
antagonistas dopaminérgicos e agonistas colinérgicos, entre outros 
fármacos incluindo-se neurolépticos e a reserpina, induzem um aumento 
de movimentos de mastigação ao vácuo, servindo de base para o 
desenvolvimento de modelos de discinesia tardia (CARVALHO et al., 
2003; GERLACH & CASEY, 1988; SILVA et al., 2002; QUEIROZ et 
al., 1998). Posteriormente, semelhanças com sintomas da DP foram 
apontadas (ANDREASSEN et al., 2003; DE FREITAS et al., 2016; 
JICHA & SALAMONE, 1991; STEINPREIS et al., 1993; SALAMONE 
et al., 1998), e foi sugerido que a indução de movimentos orais em 
roedores poderia ser usada para acessar características relacionadas ao 
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tremor parkinsoniano. Em favor disso, um estudo demonstrou que os 
tremores faciais (mandíbula, língua e lábios) e dos dedos, em humanos, 
parecem estar ligados a uma mesma fonte neuronal central (HUNKER & 
ABBS, 1990). Logo, o tratamento com reserpina, além de já utilizado 
como um modelo de discinesia tardia, também foi sugerido como um 
modelo de tremor por suas semelhanças motoras e farmacológicas com a 
doença (SALAMONE & BASKIN, 1996). Desde então, o 
desenvolvimento de discinesia orofacial (DO) é comumente avaliado 
como um componente de modelos animais de DP através da quantificação 
de dois principais parâmetros: mastigação ao vácuo e protrusão de língua. 
O teste de movimentos orais revelou que a linhagem SLA16 é diferente 
da linhagem Lewis e da SHR (as quais não diferiram entre si) para ambos 
os comportamentos avaliados. Essa diferença foi observada 
independentemente do tratamento, sugerindo que a manifestação 
espontânea (na ausência da droga) de mastigação ao vácuo (Figura 8A) 
e protrusão de língua (Figura 9A), assim como nos animais tratados da 
mesma linhagem, está aumentada (efeito geral de linhagem). Quanto ao 
efeito do tratamento, ratos tratados exibiram maior prejuízo que ratos 
controle a partir da 3ª injeção para a mastigação ao vácuo (Figura 8B), e 
da 11ª injeção para a protrusão de língua (Figura 9B). Em adição, um 
aumento ainda maior foi constatado para a mastigação ao vácuo após a 
11ª injeção, mostrando uma progressividade do prejuízo motor 
involuntário que é dependente do número de injeções. A ausência de 
progressão significativa quanto ao número de protrusões se deve à 
manifestação mais tardia de diferenças nesse comportamento. Além 
disso, a habituação ao teste leva a um aumento do comportamento de 
grooming, e contribui para a diminuição do intervalo de tempo em que de 
fato se está contabilizando as protrusões (vide critérios no tópico 2.4.3.). 
Isso dificulta a observação de uma progressão e explica, também, a 
redução observada para o grupo VEH 48h após a 14ª injeção (Figura 9B). 
Prejuízos similares aos descritos aqui também foram encontrados 
anteriormente com o mesmo regime de administração a partir da 10ª 
(FERNANDES et al., 2012) e 6ª injeção (LEÃO, 2016) da mesma dose. 
Em um estudo prévio, foi demonstrado que ratos SHR exibiam 
maiores níveis de catalase estriatal e que não desenvolviam discinesia oral 
induzida por reserpina (1,0 mg/kg) ou envelhecimento (20 meses). 
Quando previamente tratados com um inibidor dessa enzima, tornaram-
se susceptíveis à indução da DO pela droga e também pela idade (ABÍLIO 
et al., 2004). No mesmo estudo, no entanto, a administração do inibidor 
em ratos SHR adultos (6 meses), que não receberam reserpina, não alterou 
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a manifestação espontânea desse comportamento. Isso pode sugerir que a 
redução da atividade da enzima é crítica quando na presença de alto 
estresse oxidativo, mas não nas condições normais da linhagem SHR, 
sendo possivelmente compensada por outras vias de neuroproteção. A 
catalase decompõe em água o peróxido de hidrogênio formado durante 
metabolismo da dopamina promovendo proteção contra o dano oxidativo. 
Ao inibir a ação da enzima essa proteção é prejudicada culminando, nesse 
caso, na quebra da resistência à discinesia oral induzida. A relação 
descrita contribui para a já considerada importância do estresse oxidativo 
e vários outros mecanismos além da catalase para esse tipo de distúrbio 
(ABÍLIO et al., 2002; 2003, 2004; LISTER et al., 2014). Considerando-
se os resultados, é possível postular a hipótese que a diferença genética 
entre SLA16 e SHR gera diferenças no sistema de proteção ao estresse 
oxidativo, também ligadas à DO induzida, e que contribuem para o 
aumento espontâneo e perfil temporal de manifestação na linhagem 
SLA16. 
Para investigar essa relação, buscou-se por evidências moleculares 
que pudessem esclarecer a diferença para o desenvolvimento de 
movimentos orais involuntários e, de fato, elas foram encontradas. A 
região genômica diferencial entre os ratos SLA16 e SHR compreende 
uma parcela de 86,3 Mpb (mil pares de bases) entre 84,9 e 171,2 Mpb do 
cromossomo 4 (DE MEDEIROS, 2013). De acordo com o GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), na marca de aproximadamente 
147,3 Mpb está localizado o gene Pparg (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma), que codifica para receptores ativados por 
proliferador de peroxissomos 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/25664). Atualmente, existem três 
principais isoformas desse gene (alpha, delta e gamma) sendo expressas 
em variados tecidos e com semelhanças e particularidades de funções 
(CORONA et al., 2015). Os receptores são fatores de transcrição ativados 
por ligantes nucleares e que fazem a regulação transcricional de vários 
genes. A isoforma gamma do receptor, codificada pelo gene Pparg 
incluso na região diferencial, é vinculada a processos de estresse 
oxidativo, neuroinflamação, apoptose, metabolismo de lipídios e de 
glicose, disfunção mitocondrial, e tem sido fortemente relacionada à 
Doença de Parkinson (CORONA et al., 2015). Em modelos 
farmacológicos, o uso de diferentes agonistas e antagonistas de PPARg 
tem revelado uma função importante na neuroproteção em animais 
tratados com MPTP, 6-OHDA e rotenona (BARBIERO et al., 2014; 
CORONA et al., 2015; MARTIN et al., 2012; MARTINEZ et al., 2015; 
MOUNSEY et al., 2015), incluindo-se agonistas não-thiazolidinedionas 
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(LECCA et al., 2015). Nenhum estudo pôde ser encontrado utilizando-se 
da reserpina como ferramenta para estudar essa família de receptores. 
Uma comparação entre as linhagens avaliadas, no contexto da 
discinesia oral, mostra que a linhagem Lewis não difere da SHR, mas a 
SLA16, em oposição, sim. Do ponto de vista genético, esses resultados 
mostram que os alelos Lewis inclusos no background SHR resultam em 
um fenótipo que é potencializado em relação às duas outras linhagens. 
Assim, um efeito do locus diferencial pode ser observado na linhagem 
SLA16 para o comportamento de movimentos orais ainda que as 
linhagens doadora e receptora não sejam contrastantes sob o protocolo 
deste trabalho. Esse fenômeno aqui evidenciado e até o momento também 
descrito para comportamentos de ansiedade e aprendizado e memória 
confirma um efeito transgressivo associado a essa região (ANSELMI et 
al., 2016; DE MEDEIROS et al., 2014; IZÍDIO et al., 2011; RAMOS et 
al., 1999). Através de menor expressão ou atividade de receptores PPARg 
em SLA16, pode ter ocorrido redução da neuroproteção contra o estresse 
oxidativo culminando no desenvolvimento de movimentos orais 
involuntários. Essa hipótese é fortalecida pela evidência de que o PPARg 
pode regular, por exemplo, a expressão da catalase (GIRNUN et al., 2002) 
e de que essa enzima é importante para a manifestação de movimentos 
orais induzidos por reserpina ou por envelhecimento (ABÍLIO et al., 
2004). Como a inibição da catalase em ratos SHR adultos por si não 
produziu aumento da discinesia (ABÍLIO et al., 2004), sugere-se que uma 
ou mais vias ligadas ao dano oxidativo e a região diferencial, além da 
regulação da catalase, contribuam para o fenótipo observado na linhagem 
congênica. Um aumento da peroxidação lipídica no estriado encontrado 
sob tratamento com reserpina (FERNANDES et al., 2013; LEÃO 2016) 
pode ser mais uma conexão entre as consequências do tratamento e a 
função do PPARg. Juntas, as fortes evidências teóricas e os resultados 
experimentais encontrados neste trabalho apontam para o Pparg como um 
gene candidato promissor para o estudo de mecanismos envolvidos na 
sintomatologia da Doença de Parkinson, especialmente acerca da 
discinesia orofacial nas linhagens SHR e SLA16.  
Quanto a α-sinucleína, codificada pelo gene Snca o qual também 
está localizado no locus diferencial 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/29219), sugere-se que essa seja 
importante para o desenvolvimento do prejuízo motor induzido por 
reserpina observado nos testes realizados. Essa ideia é baseada no 
aumento da expressão de α-sinucleína no estriado dorsal em ratos tratados 
com reserpina (LEÃO, 2016) e na extensa literatura correlacionando a 
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proteína ao parkinsonismo (para mais informações, ver Introdução) em 
humanos ou modelos animais (BARTELS et al., 2011; GAUGLER et al., 
2012; GALLEGOS et al., 2015; BURRÉ, 2015; SIMÓN-SÁNCHEZ et 
al., 2009; TOFARIS et al., 2006; ZALTIERI et al., 2015). No entanto, 
essa proteína não parece ser fundamental para a diferença de 
comportamento entre as linhagens para o teste de movimentos orais, visto 
que os resultados apontam mais para o dano oxidativo como um fator 
diferencial do que para sinucleinopatias. Em favor disso, um estudo 
recente no laboratório revelou que a expressão basal de RNAm de α-
sinucleína em SLA16 é menor do que em SHR no hipocampo e no 
estriado (ANSELMI, 2016). No entanto, uma influência deverá ser 
investigada, sendo já proposto na literatura interação entre a 
oligomerização de α-sinucleína e ativação do PPARg (YAKUNIN et al., 
2012) e seu coativador PGC-1α (ESCHBACH et al., 2015).  
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5. CONCLUSÕES 
 
Este trabalho demonstrou que a reserpina foi capaz de produzir 
prejuízos motores nas três linhagens em todos os comportamentos 
avaliados, também apresentando progressão da debilitação motora sem 
redução de massa corporal ao fim do tratamento. Contribui-se, então, para 
a validação do modelo de administração repetida de baixa dose de 
reserpina como um modelo progressivo de Doença de Parkinson. 
Diferenças entre as linhagens para esse modelo, no entanto, não 
foram encontradas para o comportamento de catalepsia. Um efeito na 
locomoção total no campo aberto parece ser consequência da 
responsividade das linhagens ao aparato e não ao tratamento em si. Já em 
um contexto de discinesia oral, avaliada pelo teste de movimentos orais, 
a linhagem SLA16 mostra um aumento de mastigações ao vácuo e 
protrusões de língua que também independe do tratamento. Esse resultado 
evidencia uma contribuição do locus diferencial que pode estar conectada 
ao controle do dano oxidativo e que gera o aumento da manifestação 
espontânea e induzida por reserpina desses comportamentos. Baseado na 
literatura, esses resultados foram atribuídos em parte à função do gene 
Pparg, incluso na região genômica de interesse deste estudo. Originário 
da linhagem Lewis, quando introduzido na linhagem SHR esse gene pode 
sofrer alteração de expressão e, por conseguinte, regular diferentemente 
algumas vias que são importantes para o comportamento observado nos 
animais da linhagem SLA16.  
Diante de um robusto embasamento teórico revelou-se, portanto, 
uma oportunidade para se investigar e revelar novas perspectivas acerca 
de mecanismos envolvidos em sintomas da Doença de Parkinson e 
desenvolvimento de discinesia oral. Outras informações relevantes 
deverão ser investigadas em breve usando as linhagens SLA16 e SHR 
como modelo genético. 
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